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Beschreibuns 



Die vorliegende Erlindung bet ri fit die l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphai Synthase (DXS), Verfahren zur Herslellung 
der DXS, die Verwendung der DXS, Verfahren zur Identifizierung von Effektoren der DXS sowie Effektoren der DXS. 
5 Isoprenoide stellen eine sehr umfangreiche Klasse von Naturstoften dar und umfassen eine Vielzahl cssenticller Ver- 
bindungen wie beispieLsweise Carotinoide, Sreroide, Prenylchinonseitenketten oder Phytolreste in Chlorophyllen (Cool- 
bear & Threlfall, (1989) in Biosynthesis of terpenoid Lipids, ed. Ratledge & Wilkinson, (Academic Press), pp. 115-254, 
Bach, T. J. (1995) Lipids 30, 191-202). 

Es wird postuliert, daB die Biosynthese des Isopentenyldiphosphats (IPP), deni C-5-Grundkorper aller Isoprenoide, 
to Liber den Aceiat.-Mevalonat.-Weg erfolgt (Banthorpe et aL, (1972) Chem. Rev. 72, 115-155; Beyia <& Porter, (1976) 
Annu. Rev. Biocheni. 45, 113-142). 

Vor kurzeni wurde durch L3 C-Markierungsversuche an Bakterien, Algen and Pflanzcn die Existenz eines zutn Acetat- 
Mevalonat-Weg alternativen Sloffwechselwcges zum IPP nachgewiesen (Rohmer et aL, (1993) Biocheni. J 295, 
517-524: Rohmer et aL, (1996) J. Am. Chem. Soc. 118, 2564-2566). 
15 Als erstes Zwischenprodukt dieses'alternativen [soprenoidbiosyntheseweges wurde l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat. 
(DXP) postuliert, das in einer Thiamindiphosphatabhangigen Reaktion aus Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat 
(GA3P) synthetisiert wird. 

Die DXS katalysiert den ersten Reaktionsschritt des alternativen, nicht Mevalonat-abhangigen Isoprenoidbiosyn the- 
se weges, d. h. die Synrhese von l-Desoxy-D-xvlulose-5-phosphat (DXP) aus Pyruvat und Glycerinaldehvd-3-phosphat 
20 (GA3P).' 

DXP bzw. 1-Desoxy-D-xylulose (DOX) sind auBerdem an der Biosynthese von Thiamin (Vitamin B t ) und Pyridoxol 
(Vitamin B 6 ) beteiligt. (Hill et aL, (1996) J. Biol. Chem. 271, 30426-30435; Himmeldirk et al., (1996) Chem, Commun., 
1187-1188). 

Daruber hinaus wurde uber die Klonierung und Charakterisierung des dxs-Gens aus E. coli sowie die Uberexpression 
25 des dxs-Genprodukts in E. coli berichtet (Lois et. aL, (1997) Abstracts 3rd Terpnet. Meeting on Plant Isoprenoids, p. 16, 
Universite de Poitiers, Frankreich). Die Bildung von DXP wurde mittels zellfreien Extrakten nachgewiesen. 

Fur das Enzym DXS aus E. cob wurde eine Thiamindiphosphal-Bindungsstelle postuliert, wie sie z. B. aus anderen 
Enzymen, wie Pyruvat-Decarboxylasen, Acetolactat-Synthasen oder Transketolasen bekannt ist. 

Ein Sequenzvergleich mit Sequenzinformationen auf Aminosaure-Ebene zeigte Homologien zu Genprodukten bisher 
30 unbekannter Funktion, so daB den folgenden otTenen Leserahmen (ORF) die Funktion einer DXS zugeordnet werden 
kann: 

E. coli (EM BE Acc. No. U 82664, Bp 17765 bis 19627), Haemophilus influenzae (SwissProt Acc. No. P 45205), Bacillus 
subtilis (SwissProt Acc. No. P 54523); Rhodobacter capsulatus (SwissProt Acc. No. P 26242), Synechocystis sp 
PCC6803 (Gen Bank Acc. No. D 90903), Mycobacterium leprae (Acc. No. P 46708), Mycobacterium tuberculosis (Acc. 
35 No. Z 96072), Helicobacter pylori (Acc. No. AE 000552), Methanocoecus jannaschii (Acc. No. G 64384) und dem CLA 
1 (oder Der) Gen aus Arabidopsis thaliana (Gen Bank Acc. No. U 27099; Mandel et al: (1996) The Plant Journal 9, 
649-658). 

Weiiere Recherchen in Sequenzdatenbanken ergaben fur die DXS-Proteine Homologien zu Transketolase-ahnlichen 
Enzymen (z. B. EC 2.2. 1. 1) und den El-Proteinen aus dem Py ruvatdehydrogenase-Komplex (PDH, EC 1 .2.4. 1) aus ver- 
40 schiedenen Orgunismen. Die DXS-Proteine sind jedoch in der Regel kleiner als bakterielle Transketolasen. 

Die Nukleinsaure-Sequenzen bzw. Nukleinsaiiremolkule kodierend fur ein Protein milder Funktion einer 1-Desoxy- 
D-xviulose-5-phosphat Synthase werden als "dxs" und die Aminosauresequenzen bzw. Proteine mil der Funktion einer 
l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase als "DXS" bezeichnet. 

Es wurde nun Liberraschenderweise gefunden, daft Enzyme mit der Funktion einer DXS einen neuen, hochspezirischen 
45 Angriffspunkt fur die Entwicklung pestizider, insbesondere herbizider oder ant.ibiot.isch wirksamer Verbindungen dar- 
stellen. 

Erfindungsgegenstand ist daher ein isoliertes Protein mit der Funktion einer DXS, oder ein aktives Fragment daraus, 
vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus DXS aus E. coli, Haemophilus influenzae, Bacillus subtilis, 
Rhodobacter capsulatus, Synechocystis sp, PCC6803, Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis, HeLicobac- 
50 ter pylori, Methanocoecus jannaschii und Arabidopsis thaliana. 

Erfindungsgegenstand ist auch die o. g. DXS zur Verwendung als Wirkort fiir Herbizide oder Antibiotika. 

Ein weiterer lirfindungsgegenstand ist ein Verfahren zur Herstellung eines Proteins mit der Funktion einer DXS oder 
eines aktiven Fragments daraus in einer rekornbinanten Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Nukleinsaure- 
molekul kodierend fur ein Protein mit der Funktion einer DXS oder eines aktiven Fragments daraus in eine fur eine 
55 Wirtszelle geeignete Expressionskassette inseriert; die so erhaltene Expressionskassette in geeigneter Weise in einen fur 
eine Wirtszelle geeigneten Vektor inseriert; eine geeignete Wirtszelle mit dem so erhaltenen Vektor transfonniert; die so 
transformierte Wirtszelle in einem geeigneten Medium kultiviert; und das von besagter Wirtszelle produzierte Protein 
"mil der Funktion einer DXS oder das aktive Fragment daraus in geeigneter Weise aus dem Kulturmedium und/oder der 
Wirtszelle isoliert. 

60 Die vorliegende Erfindung betrifft insofern die Herstellung gereinigter DXS auf gentechnischem Wege. Z, B. konnen 
zur Herstellung von rekombinanter DXS in einem Wirtsorganismus DXS-codierende DNA-Sequenzen in eine Expressi- 
onskassette kloniert werden, welche zur heterologen Expression des Strukturgcns in dem ausgewlihlten Wirtsorganismus 
geeignet sind. 

Hierfur sind beispie Is weise folgende DXS-kodierenden DNA-Sequenzen geeignet: 
65 mikrobielle oder pflanzliche dxs-cDNA, mit gangigen Methoden in ihrer Sequenz veranderte pflanzliche dxs-cDNA- 
Molekule, aber auch synthetische DNA-Sequenzen, abgeleitet aus mikrobieller oder pflan/licher dxs-cDNA, die die Ex- 
pression einer aktiven DXS oder deren aktiver Fragmente ermoglichen, insbesondere die oben genannten DXS-codieren- 
den Sequenzen aus E. coli, Haemophilus influenzae. Bacillus subtilis, Rhodobacter capsulatus. Synechocystis sp. 
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PCC6S03, Mycobacterium leprae. ^^Hbacicrium luberculosis. Helicobacior pylori,^^^Rahococcus jannuschii unci 
Arabiclopsis thaliana. 

DXS-kodierende DNA-Sequenzen sine! auch vervvendbar als Selektionsmarker, wie z. B. als Herbizidresistenzmarker. 

Die Einfiihrung spezihscher rcgulatorischcr Sequenzen in die Expressionskasselle kann auBerdem erwlinscht sein, 
beispielsweise von Promoloren. Operatorsequenzen. Enhancern, Terminaloren. Signalsequenz.cn, 5 - und 3-unlransla- 5 
tierlcr Sequenzen. oder Sequenzen kodierend fur geeignete Fusionsproteine. Die Verwendung soldier rcgulatorischcr Se- 
quenzen ist allgeinein ubliehc Technik, die je nach Expressionsstraiegie breit variicrcn kann. 

Die result ierende dxs-Exprcssionskassette, verschen mil den noiwcndigcn regulaiorischcn Elemcnlen itu passenden 
Lcserahnicn des dxs-Strukturgens, kann in einen Exprcssionsvckior, mil welchem der ausgewahlte Wirtsorganismus 
transformiert werden kann. inseriert werden. Geeignete Exprcssionssiraicgicn zur Herstellung rekombinanter Protcine to 
und entsprcchende Expressionsvektoren sind allgentein be kann I fur Wirtsorganisnien wic beispielsweise E. coli. He fen 
und rnsektenzellen. Der durch stabile oder transientc Transformation mil der dxs-Exprcssionskassette erhaltene rekom- 
binante Organismus kann zur Gewinnung von rekombinanter DXS in gcreinigler oder partiell gereinigtcr Form oder von 
Zellfraklionen, enthaltend DXS dienen. Der rekombinante Organismus kann gegebcncnfalLs auch direkier Bcstandtcil, 
d. h. zellularer Bcstandtcil eines analytischcn Tcstsysiems sein. t5 

Untcr dem Begriff "rekombinanter Organismus" ist insofern die Zcllc eines durch in vitro veranderler oder intcgriertcr 
DNA moditizierten Organismus zu versiehen, beispielsweise von rckombinanien Hefe-, Bakiericn-, Algcn. Insekten- 
oder Pflanzenzellen. 

Ein bevorzugtes Expressionssystem ist z. B. die Verwendung von E. coli als Wirtsorganismus. Als Vcktorcn konnen 
alle Vcktorcn dienen, die iiber die gecigneten Expressionssignale, wie z. B. Promoloren und geeignete Selektionsmarker, 20 
wic z. B. Resistenzgcnc oder Gene, die cine Auxotrophic komplementiercn, verfiigen. 

Gentechnisch hergestellte DXS kann mittels verschiedencr Mclhoden gereinigl werden. Die Eignung einer Methodc 
hangt jeweils votu verwendcten Wirtsorganismus, der Expressionsstatcgie und andercn Faktoren ab, die cinem in der Ex- 
pression und Rcinigung rekombinanter Protcine crfahrenen Fachmann bckannt. sind. Zum Zweck der Reinigung kann das 
rekombinante Protein auch durch entsprcchende Veranderung seiner Gen-Sequenz in der Expressionskasselle mit Pep- 25 
tidsequenzen fusioniert werden. Bevorzugt sind als Fusionspartner Peptide oder Protcine zu verwenden, die als C- oder 
N-terminale Fusionen der rekombinanten DXS cine Aflinitat zu bestimmten Saulenmaterialien verleihen. Solche Fusio- 
nen diirfen die Funktion der DXS nicht beeinflussen oder mussen z. B. durch Einbau geeigneter Protcascschnittstellen 
untcr Rckonstiiution der Funktion abspaltbar sein. Als Beispielc fur Fusionspartner seien Oligohistidin-Tails, das Strep- 
Tag™ (Biomeira'GmbH, Gottingcn, BRD), die Glutalhion-S-Transfcrase (GST) oder das Maltosc-bindende Protein M) 
(MalE) genannt, ohne daB diese Anwendung auf die beispielhaft angegebenen Fusionspartner oder deren Fragmcnte be- 
schrankt ist. - 

Die rekombinante oder genlechnische Herstellung und Reinigung der DXS ermoglicht z. B. die Verwendung von DXS 
in biochemisehen Testsystemcn zur Bestimmung der Enzymfunktion der DXS in Gegenwart von auszuprufenden Test- 
substanzen, insbesondere durch aulomatisiertes Prufen (z. B. High Throughput Screening) von Testsubstanzen. 35 

Die erfindungsgemaBen Protcine weisen bestimmte gemeinsame Charaktcristika von DXS-Proteinen auf. Dazu kon- 
nen z. B. Enzymaktivitat, Molekulargewicht, immunologischc Reakiivitai, chromatographisches Verhalten, Konforma- 
lion, Stabilital. pH-Optimum. Tempcratur-Optimum etc. gehorcn. sowie auch physikalische Eigcnschaften wic z. B. das 
elektrophorelischc Laufverhalten, Ladung, Sediment ationskoeffizienten. Loslichkeit, spektroskopische Eigcnschaften 
etc. . - 40 

Ein wichiiges Charaktcrisiikum ciner DXS ist z. B. ihre Fahigkeii zur Synthese von DXP untcr Umsetzung von.Pyru- 
vat und GA3P. Diese Aktivitat kann z. B. wie in Beispiel Nr. 4 beschricben best i mint werden. 

Erfindungsgcgenstand ist daherauch ein Vcrfahrcn zur [dentilizierung von Effcktorcn der DXS, dadurch gekennzeich- 
net, daB die enzymatischc Aktivitat der DXS zu cinem direkl oder indirckt, qualitativ oder quantitativ meBbaren Signal 
fuhrt, vorzugsweise indent man cine DXS mit gecigneten Substratcn inkubicrt und die enzymatischc Aktivitat der DXS 45 
in An- und Abwescnheit einer zu untersuchenden Testsubstanz bestimmt und vcrgleicht. 

Erfindungsgcgenstand ist daher auch ein Verfahren zur rdeniifizicrung von Effcktorcn der DXS, worin man die enzy- 
matischc Aktivitat der DXS in Abwescnheit einer Testsubstanz bestimmt; die enzymatischc Aktivitat der DXS in Anwe- 
senhcii besagter Testsubstanz bestimmt; und die ennitlelten enzymalischcn Aktiviiaien miteinander vcrgleicht. 

Erfindungsgcgenstand ist daher auch die Verwendung eines erfindungsgemaBen Vcrfahrens zur Idem ifizie rung von Ef- 50 
fcktoren der DXS, vorzugsweise in cinem aulomatisiertcn Tesisystem. /.. B. durch sog. "High-Throughput-Scrcening", 
z. B. untcr Verwendung von Pipetticrrobolcrn und/oder computergcsiiii/tcn Sicucr- und Analysesyslcmen. 

Das Verfahren ist gecignet, spezifischc Inhibitoren oder Aktivaiorcn. d. h. ITfcktoren der DXS aufzuhnden, so daB 
u. a. Stoffc identifiziert werden konnen, welche eine potenticlle herbi/idc h/.w. waehstumshemmende aber auch wachs- 
lunisfordernde Wirkung besitzen. Die zu untersuchende chemische Vcrhinduug wird dabei bevorzugt in Konzcntrationen 55 
zwischen 10~ 9 M und 10~ 3 M, und besonders bevorzugt in Konzentraii. >ncn /u ischen 10 7 M und 10~ 4 M eingesetzt. 

Fur die Bestimmung der enzymalischcn Aktivitat der DXS stehen cine Rcihc von gecigneten Verfahren zur Vcrfu- 
gung, bei denen man die DXS in einem geeigneten RcaktionsputVer urncr -jcci jncicn Rcaktionsbedingungen bezuglich 
Reaktionslcmperatur und dem pH- Wert der Reaktion in Anwesenhcii ; !*• ii'.mdipli»»spluu mil gecigneten Substraten, 
wie z, B, Pyruvat und GA3P, inkubicrt. 60 

Als bevorzugte Rcaktionsbedingungen der DXS scicn geeignete Kc •••*)". : K r mil cinem pH-Wert zwischen pH 3 
und pH 1 1, sowie Reaktionsiemperaturen zwischen 2°C und 6()'V gcn.:r.m 

Die Quaniifizierung der Enzyminhibition oder Enzymaktivicrung id. Si dc: ci:cku>nsehen Wirkung) kann durch cincn 
einfachen Vergleich der katalytischen Aktivitat der DXS in Abwcscnhcii mul in Anwesenhcii der zu untersuchenden 
Testsubstanz unler ansonsten identischen Testbedingungen gescheheii. /ur I icNii minting der Aktivitat der DXS konnen 65 
vcrschiedenc biochemische EvTeB-Methodcn eingesetzt werden. durch die cniwcder die Enistehung der Reaktionspro- 
dukte der von der DXS kalalysierten Reaktion, z. B. DXP, oder aber cine Abnahme der Konzent ration der Enzymsub- 
siraie der DXS, z. B. Pyruvai oder GA3P. gemessen werden. z. B. durch cine Hridpunktbesiinimung des DXP nach enzy- 
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ma.ischer Umsetzung de^^trate Pyruvat unci GA3R die gegebenenfolls i^fevtiv markierl. oder nut. andcrcn giingi- 
gen Markern vcrsehen waT^der durch naehgeschaltete Reaktionen nachgelMen werden konnen, z. B durch «ekop- 
pelte enzymatische Reaktionen. " 

Deni in dor Durchruhrung von Enzymiests eriahrenen Fachniann stehen vide Standardmelhoden zur Bestinniiung von 
hnzymaktivitaien zur Vertiigung (s. z. B. Bergmeyer, H. LL.Methoden der enzvtnaiischen Analyse, Band 1 und ^ Verla» 

Che /i 1 n;^ inhC,ni (l974) ' Suelter ' C H " Experimented Enzyinologie: Grundlagen iiir die Laborpraxis, Fischer Slur" 
■gart. (1990)). r 

Die Bestimmung der enzymaiischen Aktivitat. der DXS kann z. B. erfolgen, indem man die DXS mil [2- l4 C]- Pyruvat. 
und GA3P inkubiert. und nach Ablauf einer geeigneien Tnkubatiohszeit die Menge des gebildelen [2- l4 ( r |-l-Desoxv-D- 
xyLulose-5-phosphat nach Abtrennung von noch nicht umgesetzien [2- L4 C |-Pyruvat und GA3P qualiiativ oder quantitative 
bestimmt. Die Trennung des LDesoxy-D-xylulose-5-phosphal. von Pyruvat und GA3P kann z. B. an einer geeigneten 
stationary Phase unter Verwendung eines geeigneten Laufiiiittelgemischs z. B. durch Dunnschichtchromatographie 
Oder durch HPTX errolgen. Zur Verbesserung der Trennung von DXR Pyruvat und GA3P konnen die itn Reaktionsansatz 
enthaltenen Phosphorsaureester vor der chromatographischen Trennung z. B. durch Behandlung mit saurer oder alkali- 
scher Phosphatase in die korrespondierenden Alkohole Liberfuhrt werden. Bei der Aktivitatsbestimmung einer DXS kon- 
nen aber auch andere, radioaktiv niarkierte Substrate, wie z. B. [U- 14 C|-Pvruvat, L4 C-niarkiertes GA3P 3 H-markiertes 
Pyruvat oder Fl-markiertes GA3P an Slelle von [2- ,4 C|-Pvruvat und GA3P verwendet werden 

Es ist weiierhin vorstellbar, radioaktiv niarkierte DXP-Derivate (z. B. l3 C-, L4 C- oder 32 P markiert u. a.), ausgehend 
von aurgereimgter DXS, herzustellen, urn diese in Testsystemen einzusetzen. Radioaktiv markiertes DXP kann als spe- 
20 zinseher Metabolit zur Untersuchung von Folgeenzynien des 1-Desoxyxykilose-P-Weges eineesetzr. werden und damit 
auch i wiederuni die Untersuchung von Effektoren ermog lichen. So konnte z. B. Die Bilciung von [4 C-EPP oder anderen 
C-Verbwdungen nachgewiesen werden; jeglicherEffektor, der demnach die Uuiwandlung von L4 C-DXP in IPP in vivo 
oder in vitro absenkt, kann wiederuni als mogliches Herbizid/Antibioiikum des gesamten Weges angesehen werden 
Die Aktivitat der DXS kann auch bestimmt werden, indem man z. B. die DXS mil [l- l4 cf-Pvruvar und GA3P inku- 
25 biert. und nach Ablauf einer geeigneten [nkubationszeit die Menge des bei der Reaktion frcisesetzten l4 CO, bestimmt 
Die Aktivitat der DXS kann auch bestimmt werden, indeni man z. B. die DXS tnit. Pvruvat und GA3P inkubiert und 
nach Ablaut einer geeigneten inkubationszeit die Menge des bei der Reaktion noch nicht'umgesetzten Pvruvats mit Hilfe 
des Enzyms Lac tat. Dehydrogenase zu Lactat umsetzt und die Abnahme der Konzentration des bei der Reaktion der Lac- 
tat Dehydrogenase als Cosubstrat benotigten reduzierten Nikotinamid-Dinukleotid (NADFT) tnit einem o e ei«neten Ver- 
30 fahren, z. B. photometrisch, bestimmt. * * 

Die Aktivitat der DXS kann auch bestimmt werden, indeni man z. B. die DXS mit Pvruvat und GA3P inkubiert und 
nach Ablaut einer geeigneten Inkubationszeit die Menge des bei der Reaktion noch nicht unigesetzten GA3P mit Hilfe 
des Enzyins Glycennaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase zu L3-Bisphosphoglycerat utnsetzt und die Zunahme der Kon- 
zentration der reduzierten Form des bei der Reaktion der Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase als Cosubstrat be- 
3> notigten Nikotinamid-Dinukleotids mil einem geeigneten Verrahren direkt, z. B. photometrisch, oder nach Kopplune mit 
der Reduktion von Tetrazoliumverbindungen, bestimmt. " 

Die Aktivitat der DXS kann auch bestimmt werden, indeni man z. B. die DXS mit Pvruvat und GA^P inkubiert und 
entweder nach Ablaut einer geeigneten Inkubationszeit oder in einem gekoppelten enzvmatischen Testsvstem kontinu- 
lerhch die Menge das bei der Reaktion freiwerdende CC), mil Hilfe des Enzvnis Phosphoenolpvruval Carboxylase zu 
40 Oxalacetat umsetzt und die Menge des so gebilcieten Oxalacetats mil Hilfe des Enzvnis Malat Dehvdrogenasc zu Malat 
umsetzt und die Abnahme der Konzentration des bei der Reaktion der Malat Dehydrogenase als Cosubstrat benoti°ten 
reduzierten Nikot.inatiud-Dinukleot.id (NADH) mit einem geeigneien Verrahren, z.* B. photometrisch, bestimmt 

D I ie .^ kt | V ! tiit der DXS kann auch besiimmt. werden, indem man z. B. die DXS mit Pvruvat und GA3P inkubiert und 
die leilreaktion der Dekarboxyherung von Pyruvat an die Reduktion von 2.6-Dichlorphenolindophenol koppelt 
4. Die erhndungsgeriiaBen Verfahren zur Bestimmung der effektorischen Wirkune von Testsubstanzen konnen mit gerei- 
nigter DXS durchgetuhrt werden, aber auch mit ganzen Zellen eines rekombinanlen Organismus, weleher die DXS re- 
kombinant exprinuert, mit DXS-haltigen Extrakten aus diesem Organismus oder an-ereicherten DXS-haltiaen Fraktio- 
nen aus diesem Organismus. Als bevorzugter rekombinanter Wirtsorganismus seien^Bakterien-, Insekten- und Hetezel- 
len genannt. Alternativ kann auch eine aus Pflanzengewebe oder Pflanzenzellkulturen isolierte DXS verwendet werden 
50 Es ist bekannt, daB DXP zu DMAPP/IPP iiber eine Reihe von Zwischenschntten umgesetzt wird. Die Einzelheiten also 
die entstehenden Folgeenzynie sinci noch nicht analysiert worden. Es ist jedoch bekannt, daB die Utnsetzung Liber Kina- 
sen, Oxidoreduktasen, Isomerascn und Mutasen erfolgt.. Insofern ist zu erwarten, daB die Foleeenzvme eben rails Wirk- 
orte rur Herbizide und Antibiotika darstellen und ebenfalls als Etfektoren fungieren. 

Fur verschiedene Anwendungen wie z. B. die Herstellung eines o.g. biocheniischen Testsystems zur Bestinunung ei- 
^ ner 1 roteintunktion ist eine wesentliche Voraussetzung, daB das zu untersuchende Protein in funkt.ionslahigem Zustand 
unci moghchst rein, d. h. trei von storenden Aktivitaten, gewonnen werden kann. Wie bei alien Zcllproteinen kann dies 
im Falle der DXS dadurch geschehen, daB das Enzym mit Hilfe gangiger Verfahren der Proteinreinigung aus den Orea- 
msmen Oder Geweben isohert wird. In der vorliegenden Erfindung ist dargeiegt, daB cine funktionell intakte DXS isoliert 
werden kann, deren Sequenz beispielhaft fur E. coli mit SEQ LD Nr. 1 angegeben ist und mit der Sequenz aus der FMBI 
60 Datenbank Acc. No. U 82664 ubereinstimmt. : 
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1 MSFDIAKYPT LAL^^TQEL RLLPKESLPK LCDELRRyAIsVSRSSGHF 

51 ASGLGTVELT VALHYVYNTP FDQLIWDVGH QAYPHKILTG RRDKIGTIRQ 

101 KGGLHPFPWR GESEYDVLSV GHSSTSISAG IGIAVAAEKE GKNRRTVCVI 

151 GDGAITAGMA FEAMNHAGDI RPDMLVILND NEMSISENVG ALNNHLAQLL 

201 SGKLYSSLRE GGKKVFSGVP PIKELLKRTE EHIKGMVVPG TLFEELGFNY 

251 IGPVDGHDVL GLITTLKNMR DLKGPQFLHl MTKKGRGYEP AEKDPITFHA 

301 VPKFDPSSGC LPKSSGGLPS YSKIFGDWLC ETAAKDNKLM AITPAMREGS 

351 GMVEFSRKFP DRYFDVAIAE QHAVTFAAGL AIGGYKPIVA IYSTFLQRAY 

401 DQVLHDVAIQ KLPVLFAIDR AGIVGADGQT HQGAFDLSYL RCIPEMVIMT 

451 PSDENECRQM LYTGYHYNDG PSAVRYPRGN AVGVELTPLE KLPIGKGIVK 

501 RRGEKLAILN FGTLMPEAAK VAESLNATLV DMRFVKPLDE ALILEMAASH 

551 EALVTVEENA IMGGAGSGVN EVLMAHRKPV PVLNIGLPDF FIPQGTQEEM ^. 

601 RAELGLDAAG MEAKIKAWLA 

Erfindungsgegenstand ist desweiieren die Verwendung eines Proteins mit der Funktion ciner DXS oder ein aktives 
Fragment daraus zur Edentifizierung von Effektoren der DXS. M) 

Die Verwendung der DXS basiert im wesentlichen auf Hirer enzymuiischen Aktivitat. Die Bereitstellung funklioncll 
intakter DXS ermoglieht sowohl in vitro (z. B. zellfreies Testsystem der DXS) als aueh in vivo die Durchfiihrung von 
biocheniischen Reaktionen. beispielsweise in ein- oder niehrzelligen rekonibinanten Organsiinen oder Zellkulluren, ins- 
besondere He fen, Bakterien, Algen, tnsektenzellen oder Pllanzen. 

Diese Reaktionen konnen einerseits zur Herstelking von l-Desoxy-D-xylulose-5-pfiosphat (DXP) oder Folgeproduk- is 
ten wie z. B. Thiamin, Pyridoxin und Isoprenoide (u. a. Carolinoide, Chlorophylle, Phytole, Lutein, Sterole, Ubichino- 
ne/Menachinone/Plastoehinone, Dolichol, Namrkautschuk, Paclitaxe/Docetaxe! (Handelsnamcn Taxol/Taxotere) ge- 
nutzt werden, andererseils konnen diese biochemischen Reaktionen dazu verwendet werden, urn in einem Test system die 
Wirkung von cbemischen Verbindungen oder helerogenen Stoffgeniischen in bezug auf die Funktion der DXS zu bestim- 
men. , 40 

Desweiteren kann die gentechnisch hergestellte DXS beispielsweise aueh verwendet werden, urn die Raunistruktur 
des Hnzynis aufzuklaren. Zur Aufkliirung der Raunistruktur konnen allgeniein bekannle Verfahren, wie z. B. die Ront- 
genslrukturanalyse von Proteinkristallen oder NMR-Spektroskopie verwendet werden. Die Strukturinforniationen Ciber 
die DXS, konnen beispielsweise verwendet werden, um ein rationales Design von neuen Inhibitoren der DXS - und so- 
uth potentiellen Herbiziden - durchzufuhren. 45 

Frtindungsgegenstand sind aueh Effektoren der DXS. ideniifizierbar durch ein erfindungsgemaBes Verfahren. Effek- 
toren der DXS, die ein Strukturanaloges des Pyruvat, des GA3P oder des DXP sind, insbesondere antibiotisch, pestizid 
oder herbizid wirksanie Hffektoren der DXS sowie deren Verwendung als Pestizide, Herbizide oder Anlibiotika. 

In den nachfolgenden Beispielen, die der naheren Erlauterung der Erfindung dienen und die in keiner Weise eine Ein- 
schriinkung bedeuten sollen, wurden die folgenden Materia lien und Methoden verwendet: 50 

Bakterienstanmie und Plasmide 

Escherichia coli K 12, W3110 Wildtyp-Stanini (erhaltlich von Genetic Stock Center der Yale Universitat, U.S.A.) 
wurde als Ausgangsmaterial fur die Gewinnung von chroniospmaler DNA verwendet. 55 

Zur Klonierung und Expression von dxsin^E. coli DH5 (supE44 AlacUI69 (<[>80lacZ AM15) hsdR17 recAl endAl 
gvrA96 thi-l relAl) (Hanahan (1983) J. Mo'l. Biol. 166, 557-580) und E, coli JM 109 (recAll supE44 endAll hsdR17 
gyrA96 relAl ihi A(lacproAB) F |lraD36 proAB+ racl q lacZAM15]) (Yanisch- Perron et al. (1985) Gene 33. 103-119) 
wurde der Plasniid pUCBM20 (Boehringer Mannheim, BRD) eingesetzt. 



60 



Klonierungstechniken 



Zur Klonierung (Sambrook et al. (1989) Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Lab. 
Press. Cold Spring Harbor, MY), PCR-Amplifizierung (Mullis und Faloona'. (1987) Meth. Enzymol. 155, 335-350) und 
Transformation von DNA (Hanahan (1983) J. Mol. Biol. 166, 557-580) wurden im allgemeinen die in den Literalurslel- 65 
len beschriebenen Standardtechniken verwendet. 

Es ist zu erwarien, daB eine verandene DXS-Aktivitat, insbesondere eine Aktiviiatserhohung. zu einer verstarkten Bil- 
dung von DXP-Derivalen (z. B. Thiamin oder Pyridoxin) und isoprenoiden Substanzen fiihri, Hierzu zahlen Carotinoide. 
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DXS ist sovvohl von m:^^ als Wirkort zur Hemmung der PP-Synthese^^izide, Antibiotika). Rr!induimso 0 u e n- 

stand isr aber audi cine Wung der DXS-Akli vital und die verstarkte Bil!Wfvon DXP-Derivalcn wie Thiuniin oder 
1 ynctoxin (Vitamine Bl und B6), und vor allem von isoprenoiden Substanzen. Da/u sollen, in modichst breitem MaBe 
nanientlich aber mcht ausschlid-ilich, beansprucht werden: 

Caroi.inoide. Chlorophylls' Phvtole, Lutein, Sterole, Ubichionine/!VTenachinone/l>lastochinone, Dolichol, Naiurkau- 
tschuk. Pachtaxel/Docetaxd (Handelnanien Taxol/Taxotere), u. a. kommerziell interessante Verbindungen. 

Beispiel 1 

Lsolierung und Klonierung des dxs-Gens aus E. coli 

Das dxs-Gen wurde aus E. coli K12 Wiidlyp-Stamm W 3110 Illinois Polvmerase-Ketren-Reaktion (PGR) unter Ver- 
wendung der bekannten E. coli Genomsequenz U 82664 und dem tblgenden Primer ampliliziert: 

DXSEC05: 5' CCGAATTCACRGCCCCTGATGAGTTTTGAT 3' (Bp 1 9636-1 961 6) 
und 



DXSEC03: 5' TTGCATGCAGGAGTGGAGTAGGGATTATG 3' (Bp 17747-17769). 

Die PCR-Primern DXSEC05 und DXSEC03 enthalten Restrikiionsschnilislellen fur die Enzvme EcoR! b/w Sphl 
Zur Durchtuhrung der PCR wurden jeweils 100 pmol der Primer niit 1,6 ng chromosomaler DNA aus E coli K-12 
Wildtyp Statnm LJ 110 (W31 10) eingesetzi. Nach Denaturieren des DNA-Doppelstranges bei 95°C fur M) Sekunden 
folgten 30 Zyklen von jeweils: annealing bei 60°C, Polvmerisation bei 72°C und nachrblsender Denaturieruno bei 95°C 
(1 ruin). . " & - 

Die Sequenz des PCR-Produkis (SEQ ID Nr. 2) wurde minds eines A.L.R Svstems (Pharmacia, Freiburg BRD) be- 
siimmt: " fc 
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1 ATGAGTTTTG ATA'^fccAA ATACCCGACC CTGGCACTG^^IgACTCCAC 

51 CCAGGAGTTA CGACTGTTGC CGAAAGAGAG TTTACCGAAA ctctgcgacg 

101 aactgcgccg ctatttactc gacagcgtga gccgttccag cgggcacttc 

151 gcctccgggc tgggcacggt cgaactgacc gtggcgctgc actatgtcta 

201 caacaccccg tttgaccaat tgatttggga tgtggggcat caggcttatc 

251 cgcataaaat tttgaccgga cgccgcgaca aaatcggcac catccgtcag 

301 aaaggcggtc tgcacccgtt cccgtggcgc ggcgaaagcg aatatgacgt 

351 attaagcgtc gggcattcat caacctccat cagtgccgga attggtattg 

401 cggttgctgc cgaaaaagaa ggcaaaaatc gccgcaccgt ctgtgtcatt 

451 ggcgatggcg cgattaccgc aggcatggcg tttgaagcga tgaatcacgc 

501 gggcgatatc cgtcctgata tgctggtgat tctcaacgac aatgaaatgt 

551 CGATTTCCGA AAATGTCGGC GCGCTCAACA ACCATCTGGC ACAGCTGCTT 
601 TCCGGTAAGC TTTACTCTTC ACTGCGCGAA GGCGGGAAAA AAGTTTTCTC 
651 TGGCGTGCCG CCAATTAAAG AGCTGCTCAA ACGCACCGAA GAACATATTA 
701 AAGGCATGGT AGTGCCTGGC ACGTTGTTTG AAGAGCTGGG CTTTAACTAC 
751 ATCGGCCCGG TGGACGGTCA CGATGTGCTG GGGCTTATCA CCACGCTAAA 
801 GAACATGCGC GACCTGAAAG GCCCGCAGTT CCTGCATATC ATGACCAAAA 
851 AAGGTCGTGG TTATGAACCG GCAGAAAAAG ACCCGATCAC TTTCCACGCC 
901 GTGCCTAAAT TTGATCCCTC CAGCGGTTGT TTGCCGAAAA GTAGCGGCGG 
951 TTTGCCGAGC TATTCAAAAA TCTTTGGCGA CTGGTTGTGC GAAACGGCAG 
1001 CGAAAGACAA CAAGCTGATG GCGATTACTC CGGCGATGCG TGAAGGTTCC 
1051 GGCATGGTCG AGTTTTCACG TAAATTC CCG GATCGCTACT TCGACGTGGC 
1 101 AATTGCCGAG CAACACGCGG TGACCTTTGC TGCGGGTCTG GCGATTGGTG 
1151 GGTACAAACC CATTGTCGCG ATTTACTCCA CTTTCCTGCA ACGCGCCTAT 
1 201 GATCAGGTGC TGCATGACGT GGCGATTCAA AAGCTTCCGG TCCTGTTCGC 
1 251 CATCGACCGC GCGGGCATTG TTGGTGCTGA CGGTCAAACC CATCAGGGTG 
1301 CTTTTGATCT CTCTTACCTG CGCTGCATAC CGGAAATGGT CATTATGACC 
1351 CCGAGCGATG AAAACGAATG TCGCCAG ATG CTCTATACCG GCTATCACTA 
1401 TAACGATGGC CCGTCAGCGG TGCGCTACCC GCGTGGCAAC GCGGTCGGCG 
1451 TGGAACTGAC GCCGCTGGAA AAACTACCAA TTGGCAAAGG CATTGTGAAG 
1501 CGTCGTGGCG AGAAACTGGC GATCCTTAAC TTTGGTACGC TGATGCCAGA ss 
1 551 AGCGGCGAAA GTCGCCGAAT CGCTGAACGC CACGCTGGTC GATATGCGTT 
1601 TTGTGAAACC GCTTGATGAA GCGTTAATTC TGGAAATGGC CGCCAGCCAT 
1651 GAAGCGCTGG TCACCGTAGA AGAAAACGCC ATTATGGGCG GCGCAGGCAG 
1 701 CGGCGTGAAC GAAGTGCTGA TGGCCCATCG TAAACCAGTA CCCGTGCTGA 
1 75 1 ACATTGGCCT GCCGGACTTC TTTATTCCGC AAGGAACTCA GGAAGAAATG 
1 801 CGCGCCGAAC TCGGCCTCGA TGCCGCTGGT ATGGAAGCCA AAATCAAGGC 
1851 CTGGCTGGCA TAA 
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Bei spiel 2 

Expression dcsdxs-Gcns in E. coli JM 109 

Das resultierende 1,9 kb PCR-Fragrnent mil einer 7 bp strangaufwiirts gelegencn Ribosomen-Bindungsstelle (AGO 
wurde isolicrt und uber die EcoRl- und Sphl-Schnittstellen in den Plasnrid pUCBM20 (Boehringer Mannheim, BRD) 
subkloniert. Nach Transformation in E. coli JM109, wurde die Integritat der Plasruide durch Restriklionsanalyse iiber- 
pruft. Die Expression erlblgte durch den auf deni Plasinid gelegenen lac-Proinoter. 

Beispiel 3 

Reinigung des Enzynis DXS aus rekombinanten E. coli JM 109 Zellen 

E. coli JM109 Zellen, die das Plasinid pUCBM20 mil. deni inserierten dxs-Gen ent.hielt.en, wurden in LB-Mediurn (ins- 
gesanil 9,6 Liter) niit Ampicillin (100 nig/1) bis zu einer oprischen Dichre von 0,8 kultiviert und 4 h lang mit Isopropvl- 
bet.a-D-lhiogalaki.osid (IPTG) (0,4 mM) induziert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, mil 50 mM Tris/ 
HC1, 1 mM Dithiothreitol, 0,5 mM Thiamindiphosphat, 5 mM MgCb, pH 7,5 (Putter A) gewaschen, in Putter A resus- 
pendiert. (2,5 ml/g Zellleuchtgewicht), und durch 3 Passagen in einer French Press aufgeschlossen. Nach Zentritiigation 
wurde die Ze ll.de bris verworfen und deni Uberstand (173 ml) zur Fallung der Proteine 225 g/1 NH4SO4 bei 0°C zugesetzt. 
Das Prazipitat wurde in Putter A resuspendiert und ultrafiltriert. 

Die Probe (63 ml) wurde ansehlieBend auf eine Q-Sepharose HP-Saule (Pharmacia Biotech, Schweden) autgetragen, 
mit Putter A gewaschen, und mittels eines ansteigenden Salzsradienten (0-1 M NaCl in Putter A) im Bereich zwischen 
0,2 und 0,3 M NaCl eluiert. 

Die Rohextrakte und (partiell) gereinigtes Enzym wurden mittels des unten beschriebenen Testvertahrens auf ihre en- 
zymatischen Eigenschatten bin untersucht, aus Pyruvat und GA3P DXP zu bilden. Bezogen auf die rekombinanten Zel- 
len , ko n n t e e i ne c a . 17- 1 ac he A n reic he ru n g e rz i e 1 1 we rde n (Tabe 1 1 e 1 ) . 

Tabelle 1 



30 


Probe 


DXS-Aktivitat 
[nmol min" 1 mg" 1 ] 


j5 


E. coli LJ 1 10 


0,4 




E. coli JM 109/pUCBM20dxs - IPTG 


12,2 


40 


E. coli JM 109/pUCBM20dxs + 
IPTG 


51,6 




DXS (angereichert) 


850 



45 



50 



Im NatriuindodecyLsulfai-Polyacrylaniidelektrophoresegel (SDS-PAGE) besitzt das gereintgte DXS-Protein ein appa- 
rentes Molekulargewicht von ca. 66 kDa (Fig. 3). Die EVIolmasse von 66 kD stimmt mil der ausder DNA-Sequenz erwar- 
teten IVTohnasse von 67,6 kD u herein. 

SDS-PAGE 
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Beispiel 4 

Enzymtest der l-Desoxy-D-xyiulose-5-phosphat Synthase 

Der Test der enzymatischen Aktivitat der !-Desoxy-D-xyiulose-5-phosphai Synthase wurde in Gegenwart von 200 
mM Nairiumcitrat-Putter, pH 6,0, 10 mM Pyruvat. 30 mM D,L-Glycerinaidehyd-3-phosphat, 20 mM MgCh, 1,5 mM 
Thiamindiphosphat. (THDP), 1 mM Dithioihreiiol (DTT), 0,4 mM Ethviendiamintetraacetat (EDTA), 1 pCi [2- l4 C]-Pv- 
ruvat und der zu untersuchenden Probe in einem Gesamtvolumen von 50 ul durchgetuhrt. 

Nach einer Inkubationszeit von 1 bis 4 Slunden (h) bei 30°G wurde die Reakt.ton'durch Zugabe von 20%iger Perchlor- 
siiure (5 ul) gesioppt. Der Uberstand wurde mit. 5 molarer K^CO^ (8 ul) neutralisiert. 

Zu einem Aliquot von 5 pi des DXS-Reaktionsuberstandes wurden 15 U alkalischc Phosphatase aus Kalberdarm 
(1,5 ul, Boehringer Mannheim, Nr. 108138) hinzugeliigt und 30 min lang bei 3(J"C inkubierl. Das Reaktionsprodukt, 
DXP, wurde nach Dephosphorylierung durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase als "1-Desoxy-D-xylulose auf ei- 
ner Aminex HPX-87H (300 x 7.8 cm) HPLC-Saule (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munehen, FiRD) nachgewiesen, in- 
deni die Losung ansehlieBend aut'eine Aminex TTPX-87H HPLC-Saule autgetragen und niit 6 mM T-I 2 S0 4 bei einer Tem- 
peratur von 65°C nach Herstellerangaben eluiert wurde. 

Der Nachweis des DXP und der 1-Desoxy-D-xylulose erlblgte durch einen in Reihe geschlossenen UV- Monitor 
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(185 mil) unci cinen Radiomonitor (^^B>ld LB506C). l-Dcsoxy-D-xyiLilosL , -5-phospl'^^Mcric im AusschiulSvoluiucn 
dcr Saule. Die Konzcniraiion und Si^Hnposiiionen wurden mittels chcinisch synihciisiSI^Siandards dor jcwciligen l- 
Desoxy-Xylulose-Derivaie (von T. Beg Icy, Cornell University. New York, USA) best i mint. 

1 Unit (U) der enzymatischen Aktivitat der DXS wurde als die Bildung von I umol/tuin DXP bei einer Temperatur von 
30°Cdeliniert. 

Durch Dialyse gegen einen Puffer ohne Thiamindiphosphat. (THDP) verier das Hnzym seine Aktiviiat. Die Aktiviiat. 
konnte jedoch zu niehr als 50% rekonstituiert werden, vvenn THDP hinzugefitgl wurde. Das Bnzyin zeigle insofcrn cine 
reversible, Thianiindiphosphat-abhangige Aktivitat. 

Be is pi el 5 

Ideniifizierung des Reakiionsprodukts DXP 

Pyruvat und GA3P wurden in Gegenwart von gereinigter DXS unter den in Beispiel 4 genannten .Rcaktionsbcdingun- 
gen uingesetzt. Bin hoehautlosendes l H-NMR-Spektrum bei 400,13 MHz bzw. ein 3l P-NMR-Spektruni bei 161.97 MHz 
wurden an einetn AMX-400 WB Spektrotneter (Bruker, Karlsruhe, BRD) aufgenommen und ergab fur DXP: 5,47 (d, 
1 ,9 Hz, 1H): 4,38 (td, 6,5 Hz. 1.9 Hz, 1H): 3,90 (dd, 6,5 Hz,7,3 Hz. 2H); 2,34 (s, 3H). 

Diese Ergebnisse stininuen mil den NMR-Daien von chemiseh synthetisiertem l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphal 
(DXP) uberein.- 

Beispiel 6 

Tnhibition der l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase 

Die gemiiB Beispiel 3 gereinigte DXS (von T. Beglev. Cornell University, New York. USA) wurde aur* seine in vitro 
Aktiviiat wie in Beispiel 4 beschrieben getestet. Die gemessene relative Akti vital des Ansatzes in Abwesenheit von Tesl- 
substanzen wurde in Gegenwart von 1, 2 und 10 mM Pyruvat mit 100% testgelegt. Nach Zusatz des Pyruvatanalogen (je- 
weils 10 mM) wurde die verbliebene Aktiviiat der DXS in Gegenwart des Koiupetitors ennittelt (Tabelle 2), 

Tabelle2 
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[nhibition der DXS durch Strukturanaloae des Pvruvat 





DXS-Aktivitat [%] 






mit Effektor (10 mM) 






Nr.1 


Nr. 2 


Pyruvat (mM) 


ohne 
Inhibitor 


o 

II .ONa 

O 


H 3 C lc°" a 

o 


10 


100 


96 


45 


2 


100 


95 


9 


1 


100 


103 . 
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SEQUENZPRO'IDKOLL 



5 



10 



15 



20 



30 



35 



40 



45 



50 



(1) ALGEMETNE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Hoechst Schering AgrEvo GmbH 

(B) STRASSS: - 

(C) ORT: Frankfurt 

(D) BUNDESLAND: - 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 65926 

(G) TELEPHON: 069-305-7427 

(H) TELEFAX: 069-305-2200 

(I) TELEX: - 

(ii) ANKELDETITEL: 1-Desoxy-D-xy lulose-5-phosphat Synthase, 
Verfahren zur Tdentif izierung von Effektoren der 
l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase und Effektoren der 
l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat Synthase 



(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE : Patentln Release #1.0, Version #1,25 (EPA) 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 620 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Protein 

(B) LAGE: 1*.620 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Met Ser Phe Asp lie Ala Lys Tyr Pro Thr Leu Ala Leu Val Asp Ser 

1 ■ . " 5 10 15 

5^ 

Thr Gin Glu Leu Arg Leu Leu Pro Lys Glu Ser Leu Pro Lys Leu Cys 
20 25 30 

6o Asp Glu Leu Arg Arg Tyr Leu Leu Asp Ser Val Ser Arg Ser Ser Gly 

35 40 45 

His Phe Ala Ser Gly Leu Gly Thr Val Glu Leu Thr Val Ala Leu His 
50 55 60 

65 



BNSDonm- ^np 107^7^041 i 
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^^^Phe Asp Gin Leu He Trp Asp vl^^: 



Thr Leu Phe Glu Glu Leu Gly Phe Asn Tyr lie Gly Pro Val Asp Gly 
245 250 255 

His Asp Val Leu Gly Leu He Thr Thr Leu Lys Asn Met Arg Asp Leu 
260 265 270 

Lys Gly Pro Gin Phe Leu His He Met Thr Lys Lys Gly Arg Gly Tyr 
275 280 285 

Glu Pro Ala Glu Lys Asp Pro lie Thr Phe His Ala Val Pro Lys Phe 
290 295 300 

Asp Pro Ser Ser Gly Cys Leu Pro Lys Ser Ser Gly Gly Leu Pro Ser 
305 310 315 320 

Tyr Ser Lys He Phe Gly Asp Trp Leu Cys Glu. Thr Ala Ala Lys Asp 
325 330 335 

Asn Lys Leu Met Ala He Thr Pro Ala Met Arg Glu Gly Ser Gly Met 
340 345 350 

Val Glu Phe Ser Arg Lys Phe Pro Asp Arg Tyr Phe Asp Val Ala lie 
355 360 365 



15 



Tyr Val Tyr Asn Thr Pro Phe Asp Gin Leu He Trp Asp Va^Gly His 
65 70 75 80 

Gin Ala Tyr Pro His Lys He Leu Thr Gly Arg Arg Asp Lys He Gly 
85 90 95 

Thr He Arg Gin Lys Gly Gly Leu His Pro Phe Pro Trp Arg Gly Glu 
100 105 110 

Ser Glu Tyr Asp Val Leu Ser Val Gly His Ser Ser Thr Ser He Ser 
115 120 125 

Ala Gly He Gly He Ala Val Ala Ala Glu Lys Glu Gly Lys Asn Arg 
130 135 140 

Arg Thr Val Cys Val He Gly Asp Gly Ala He Thr Ala Gly Met Ala 

145 150* 155 160 :o 

Phe Glu Ala Met Asn His Ala Gly Asp lie Arg Pro Asp Met Leu Val 
165 170 175 

25 

He Leu Asn Asp Asn Glu Met Ser He Ser Glu Asn Val Gly Ala Leu 
180 185 190 

Asn Asn His Leu Ala Gin Leu Leu Ser Gly Lys Leu Tyr Ser Ser Leu 

195 200 . 205 jo 

Arg Glu Gly Gly Lys Lys Val Phe Ser Gly Val Pro Pro He Lys Glu 
210 215 220 

Leu Leu Lys Arg Thr Glu Glu His He Lys Gly Met Val Val Pro Gly ^ 
225 230 235 240 
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^^His Ala Val Thr Phe Ala Ala ^^^1 



Ala Glu WfHis Ala Val Thr Phe Ala Ala G^Leu Ala lie Gly Gly 
370 375 380 

Tyr Lys Pro lie Val Ala lie Tyr Ser Thr Phe Leu Gin Arg Ala Tyr 
385 390 395 400 

Asp Gin Val Leu His Asp Val Ala lie Gin Lys Leu Pro Val Leu Phe 
405 410 415 

Ala lie Asp Arg Ala Gly lie Val Gly Ala Asp Gly Gin Thr His Gin 
420 425 430 

Gly Ala Phe Asp Leu Ser Tyr Leu Arg Cys lie Pro Glu Met Val lie 
435 440 445 

Met Thr Pro Ser Asp Glu Asn Glu Cys Arg Gin Met Leu Tyr Thr Gly 
450 455 . 460 

Tyr His Tyr Asn Asp Gly Pro Ser Ala Val Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
465 470 475 480 

Ala Val Gly Val Glu Leu Thr Pro Leu Glu Lys Leu Pro lie Gly Lys 
. 485 ' 490 495. 

Gly lie Val Lys Arg Arg Gly Glu Lys Leu Ala lie Leu Asn Phe Gly 
500 505 510 

Thr Leu Met Pro Glu Ala Ala Lys Val Ala Glu Ser Leu Asn Ala Thr 
515 520 525 

Leu Val Asp Met Arg Phe Val Lys Pro Leu Asp Glu Ala Leu lie Leu 
530 535 540 

Glu Met Ala Ala Ser His Glu Ala Leu Val Thr Val Glu Glu Asn Ala 
545 550 555 560 

He Met Gly Gly Ala Gly Ser Gly Val Asn Glu Val Leu Met Ala His 
565 570 575 

45 Arg Lys Pro Val Pro Val Leu Asn lie Gly Leu Pro Asp Phe Phe lie 

580 585 590 

Pro Gin Gly Thr Gin Glu Glu Met Arg Ala Glu . Leu Gly Leu Asp Ala 
595 600 605 



Ala Gly Met Glu Ala Lys He Lys Ala Trp Leu Ala 
610 615 620 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



12 



DE 197 52 700 A I 



<ii) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) LAGE: 1..29 



;xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CCGAATTCAC GCCCCTGATG AGTTTTGAT 



29 



10 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERLSTIKA: 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORK : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS {genomisch) 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) LAGE: 1..29 



JO 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
TTGCATGCAG GAGTGGAGTA GGGATTATG 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 1863 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (genomisch) 

( ix ) MERKMALE : 

(A) NAME/SCHLUSSEL: exon 

(B) LAGE: 1. .1863 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

ATGAGTTTTG ATATTGCCAA ATACCCGACC CTGGCACTGG TCGACTCCAC CCAGGAGTTA 

CGACTGTTGC C GAAAG AG AG TTTACCGAAA CTCTGCGACC AACTGCGCCG CTATTTACTC 

GACAGCGTGA GCCGTTCCAG CGGGCACTTC GCCTCCGGGC TCGCCACGGT CGAACTGACC 
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GTGGCGCTGC. 
CAGGCTTATC 
AAAGGCGGTC 
GGGCATTCAT 
GGCAAAAATC 
TTTGAAGCGA 
AATGAAATGT 
TCCGGTAAGC 
CCAATTAAAG 
ACGTTGTTTG 
GGGCTTATCA 
ATGACCAAAA 
GTGCCTAAAT 
TATTCAAAAA 
GCGATTACTC 
GATCGCTACT 
GCGATTGGTG 
GATCAGGTGC 
GCGGGCATTG 
CGCTGCATAC 
CTCTATACCG 
GCGGTCGGCG 
CGTCGTGGCG 
GTCGCCGAAT 
GCGTTAATTC 
ATTATGGGCG 
CCCGTGCTGA 
CGCGCCGAAC 
TAA 



actaWRta 

CG CAT AAAAT 
TGCACCCGTT 
CAACCTCCAT 
GCCGCACCGT 
TGAATCACGC 
CGATTTCCGA 
TTTACTCTTC 
AGCTGCTCAA 
AAGAGCTGGG 
CCACGCTAAA 
AAGGTCGTGG 
TTGATCCCTC 
TCTTTGGCGA 
CGGCGATGCG 
TCGACGTGGC 
GGTACAAACC 
TGCATGACGT 
TTGGTGCTGA 
CGGAAATGGT 
GCTATCACTA 
TGGAACTGAC 
AGAAACTGGC 
CGCTGAACGC 
TGGAAATGGC 
GCGCAGGCAG 
ACATTGGCCT 
TCGGCCTCGA 
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CAACACCCCG TTTGACCAAT TGAT^^GA 
TTTGACCGGA CGCCGCGACA AAATCGGCAC 
CCCGTGGCGC GGCGAAAGCG AATATGACGT 
CAGTGCCGGA ATTGGTATTG CGGTTGCTGC 
CTGTGTCATT GGCGATGGCG CGATTACCGC 
GGGCGATATC CGTCCTGATA TGCTGGTGAT 
AAATGTCGGC GCGCTCAACA ACCATCTGGC 
ACTGCGCGAA GGCGGGAAAA AAGTTTTCTC 
ACGCACCGAA GAACATATTA AAGGCATGGT 
CTTTAACTAC ATCGGCCCGG TGGACGGTCA 
GAACATGCGC GACCTGAAAG GCCCGCAGTT 
TTATGAACCG GCAGAAAAAG ACCCGATCAC 
CAGCGGTTGT TTGCCGAAAA GTAGCGGCGG 
CTGGTTGTGC GAAACGGCAG CGAAAGACAA 
TGAAGGTTCC GGCATGGTCG AGTTTTCACG 
AATTGCCGAG CAACACGCGG TGACCTTTGC 
CATTGTCGCG ATTTACTCCA CTTTCCTGCA 
GGCGATTCAA AAGCTTCCGG TCCTGTTCGC 
CGGTCAAACC CATCAGGGTG CTTTTGATCT 
CATTATGACC CCGAGCGATG AAAACGAATG 
TAACGATGGC CCGTCAGCGG TGCGCTACCC 
GCCGCTGGAA AAACTACCAA TTGGCAAAGG 
GATCCTTAAC TTTGGTACGC TGATGCCAGA 
CACGCTGGTC GATATGCGTT TTGTGAAACC 
CGCCAGCCAT GAAGCGCTGG TCACCGTAGA 
CGGCGTGAAC GAAGTGCTGA TGGCCCATCG 
GCCGGACTTC TTTATTCCGC AAGGAACTCA 
TGCCGCTGGT ATGGAAGCCA AAA7CAAGGC 



TGTGGGGCAT 240 

CATCCGTCAG 300 

ATTAAGCGTC 360 

CGAAAAAGAA 420 

AGGCATGGCG 480 

TCTCAACGAC - 540 

ACAGCTGCTT 600 

TGGCGTGCCG 660 

AGTGCCTGGC 720 

CGATGTGCTG 780 . 

CCTGCATATC 840 

TTTCCACGCC 900 

TTTGCCGAGC 960 

CAAGCTGATG 1020 

T AAATTCCCG 1080 

TGCGGGTCTG 1140 

ACGCGCCTAT 1200 

CATCGACCGC 1260 

CTCTTACCTG 1320 

TCGCCAGATG 1380 

GCGTGGCAAC 1440 

CATTGTGAAG 1500 

AG CGG CG AAA 1560 

GCTTGATGAA 1620 

AG AAAACGCC 1680 

TAAACCAGTA 1740 
GG AAGAAATG . 1800 

CTGGCTGGCA 1860 
.1863 
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Puieniunspriichc 



1 . Fsoliertes Proiein, gckcnnzcichnct clutch die Funkiion oincr DXS odcr cin aktives Fragment daraus, 

2. Verfahren zur ITerstellung cincs Proteins mil iter Funkiion cincr DXS odcr cincs aktiven Fragments daraus in ei- 
ncr rckotnbinantcn Wiriszelle, dadurch gekennzeiehnet. daB man 

a) cin Nukleinsauremolekul kodierend fiir cin Protein mil dor Funkiion cincr DXS odcr cincs aktiven Frag- 
ments daraus in cine fiir cine Wiriszelle gceignete Fxpressionskassette insericrt; 

b) die so erhaltene Expressionskassette in gecigneter Wcise in cinen fiir die Wiriszelle geeigneten Vekior in- 
seriert; 

c) cine geeigneie Wiriszelle mil dem so erhaltcnen Vekior transformiert: 

d) die so iransfonnierle Wiriszelle in einem geeigneten Medium kultiviert; und 

e) das von besagler Wiriszelle produzierte Proiein mil der Funkiion einer DXS odcr das aktivc Fragment dar- 
aus in gecigneter Wcisc aus dem Kulturmedium odcr der Wiriszelle isoliert. 

3. Isoliertcs Proiein mil der Funkiion einer DXS odcr cin aktives Fragment daraus, herstellbar nach einem Verfah- 
ren gemaB Anspruch 2. * 

4. Verfahren zur Identilizierung von Fffektoren der DXS. vvorin man 

a) die enzymatische Aklivitiit der DXS in Abwesenheit einer Testsubstanz bestimmt; 

b) die enzymatische Aklivital der DXS in Anwesenheit besagler Testsubstanz bestimmt; und 

c) die unter a) und b) ermittelten enzvmatischen Aktivitaten milcinander vergleicht. 

5. Verwcndung eines Proteins mil der Funkiion einer DXS odereines aktives Fragments daraus zur Identilizierung 
vo n E f fe k I ore n dc r D XS . 

6. Verwcndung cincs Verfahrens gemaB Anspruch 4 zur Identilizierung von Fffektoren der DXS. 

7. Verwcndung gemaB Anspruch 6 in einem automaiisierten Tesisystem. 

8. Effektor der DXS. identifizierbar dureh cin Verfahren gemaB Anspruch 4. 

9. Effektor der DXS, der cin Strukturanloges des Pyruvats, des GA3P odcr des DXP ist. 

10. Pestizid wirksamer Effektor gemaB einem odcr mehrcrcn der Anspriiche 8 und 9. 

1 1. Antibakteriell wirksamer Effektor gemaB einem odcr mehrcrcn der Anspriiche 8 und 9, 

12. Hcrbizid wirksamer Effektor gemaB einem odcr mehrcrcn der Anspriiche 8 und 9. 

13. Verwcndung cincs Effektors gemaB einem odcr mehrcrcn der Anspriiche 8 bis 12 als Pestizid. Hcrbizid odcr 
Antibiotikum. 
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